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عنوان طرح: بررسی نقش محافظتی اکسی توسین با مکانیزم سیگنالینگ نیتریک اکساید و تولید رادیکال فعال اکسیژنی و پتانسیل غشا میتوکندری در مدل ایسکمی-پرفیوژن مجدد قلب جدا شده موش صحرایی نر


نام و نام خانوادگي طرح دهندگان​[1]​ : دکتر وحید خوری ، دکتر حمید بذرافشان


دانشكده/ مركز تحقيقاتي          مرکز تحقیقات اختلالات ایسکمیک






قسمت اول- توضيح نكات لازم و ضروري
توجه : پاسخ بسياري از پرسشهاي شما درباره مندرجات اين فرم و اجرای طرح پژوهشی در مطالب زير ارائه شده است، بنابراين خواهشمند است مطالب زير را قبل از تكميل به دقت مطالعه فرموده و در نظر داشته باشيد.

1.	دستورالعمل اجرايي فرآيند تصويب طرح‌هاي تحقيقاتي دانشگاه علوم پزشکي گلستان و اصلاحيه آن از وبگاه معاونت تحقيقات و فناوري دانشگاه قابل دسترسي است (www.goums.ac.ir (​http:​/​​/​www.goums.ac.ir​)). 
2.	كليه طرح‌هايي كه به تصويب شوراي پژوهشي دانشگاه و کميته منطقه‌اي اخلاق در پژوهش‌هاي پزشکي مي‌رسد، بر اساس قراردادي كه بين معاونت تحقيقات و فناوري دانشگاه و مجري طرح منعقد مي‏شود قابل اجرا خواهد بود. بنابراين دانشگاه هيچگونه مسئوليتي در برابر فعاليت‌هاي قبل ازتصويب طرح و آنچه كه خارج ازمحدوده قرارداد منعقده انجام پذيرفته ندارد.
3.	طرح‌دهندگان ملزم به رعايت كليه ضوابط و قوانين مندرج در دستورالعمل اجرايي فرآيند تصويب طرح‌هاي تحقيقاتي دانشگاه علوم پزشکي گلستان و اصلاحيه آن مي‌باشند. لذا پيشنهاد مي‌گردد تا مجريان و طرح دهندگان محترم جهت آگاهي ازمفاد آيين نامه مذكور به وبگاه فوق، معاونين پژوهشي دانشكده ها - مراكز تحقيقاتي و يا واحدهاي مرتبط مراجعه نمايند.
4.	چنانچه انجام طرح پژوهشي در مرحله‏اي از پيشرفت آن اعم از اينكه به نتيجه نهايي رسيده يا نرسيده باشد، منجر به كشف يا اختراع و يا تحصيل حقوقي شود، مجري طرف قرارداد موظف است مراتب را كتبا" به  معاونت تحقيقات و فناوري دانشگاه اطلاع دهد. تمامي حقوق مادي و معنوي كه در اثر اجراي طرح تحقيقاتي ايجاد گرديده است متعلق به دانشگاه علوم پزشکي و خدمات بهداشتي درماني گلستان است. 
5.	طرح دهندگان ملزم به ذكر حمايت مالي دانشگاه در اجراي طرح درکليه انتشارات نتايج حاصل از طرح مي‌باشند. 
6.	كليه تجهيزات و لوازم غيرمصرفي كه از محل اعتبار طرح تهيه شده است، پس از اتمام اجراي طرح متعلق به معاونت تحقيقات و فناوري دانشگاه بوده وهرگونه دخل و تصرفي در آنها منوط به كسب مجوزهاي قانوني است.
7.	اين فرم بايد به زبان فارسي تايپ شده و فاقد هرگونه ابهامي باشد.كليه قسمتهاي فرم بايد به نحو مناسب تكميل شده و طرح دهنده بايد به كليه نكات وتذكرات متن فرم توجه كامل داشته باشند تا هيچ موردي بي‌جواب و بدون علامت و توضيح نباشد.
8.	هنگام ارائه اين فرم تكميل صفحه خلاصه مشخـصات  طرح الزامي است. 
9.	هنگام ارائه اين فرم جدول همكاران اصلي طرح (بند 12) بايد تكميل شده و به امضا و تاييد فرد مورد اشاره رسيده باشد. 
10.	در صورتيكه ملاحظات اخلاقي براي اجراي طرح وجود دارد لازم است طرح دهنده توضيح كاملي در باره اين نكات ارائه نموده و نمونه اي از رضايت نامه مورد استفاده براي طرح را ضميمه نمايد.
11.	در صورتيكه محدوديتهايي براي اجراي طرح تصور ميشود لازم است طرح دهنده به اين محدوديتها اشاره نموده و توضيح كاملي براي  مقابله با  اين محدوديتها  ارائه نمايد.
12.	زمان شروع طرح، بعد از تصويب آن در شوراي پژوهشي و کميته منطقه‌اي اخلاق در پژوهش‌هاي پزشکي و عقد قرارداد توسط معاونت تحقيقات و فناوري دانشگاه مي‌باشد (براي کارآزمايي هاي باليني ثبت در IRCT  قبل از عقد قرارداد الزامي است). بدیهی است آغاز طرح قبل از عقد قرارداد هیچگونه وجاهت قانونی ندارد.
13.	دريافت گزارش‌هاي علمي و اجرايي پيشرفت طرح با توجه به جدول گانت طرح مصوب صورت مي‌پذيرد. براين اساس لازم است طرح‌دهنده در جدول مذكور زمان ارائه گزارش‌هاي پيشرفت طرح و محتواي پيش‌بيني شده گزارش خود را مشخص نمايد.
14.	هزينه هاي كارمندي (پرسنلي) با توجه به حجم فعاليت (در نظر گرفتن ساعات كار براي افراد شاغل در طرح) و جدول زمان بندي اجراي طرح و پيوست شماره يك (كه فعلا مد نظر دانشگاه قرار دارد) تكميل ميشود. 
15.	هرگونه  نقص يا اشتباهي درمحاسبه هزينه‌هاي پيشنهاد طرح پژوهشي كه در تصميمات متخذه دخالت داشته باشد به عهده مجري است و دانشگاه تعهدي در خصوص تامين كسري موارد اشتباه شده ندارد.
16.	مسئوليت تهيه وسايل و تجهيزات ايمني و يا اقدام براي بيمه مورد نياز در طول اجراي طرح بر عهده مجري بوده و معاونت فاقد هرگونه مسئوليت و پاسخگويي به شخصيتهاي حقيقي و حقوقي مي‌باشد. در صورت نياز به بيمه مسئوليت، حوادث و ... مبالغ موردنياز در جدول "هزينه‌هاي ديگر" گنجانده شود.





قسمت دوم - خلاصه مشخـصات  طرح
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مجري /مجريان طرح:  دکتر وحید خوری ، دکتر حمید بذرافشان         
                              
مركز تحقيقاتی: مرکز تحقیقات اختلالات ایسکمیک

مکان اجراي پژوهش:     آزمایشگاه تحقیقاتی الکتروفیزیولوژی سلولی مرکز تحقیقات            مدت اجراي طرح:    24 ماه               

خلاصه ضرورت اجرا و اهداف كاربردي طرح (حداکثر 250 کلمه):     
صدمات ناشی از ايسکمی در ارگانهای حياتی بدن مانند قلب، کليه و مغز يکی از مهمترين علل بيماريها و مرگ و ميرها در جهان محسوب می شود. گیرنده های اکسی توسین در دهلیز و بطن وجود دارد و همچنین در شرایط ایسکمی – هایپوکسی و نارسایی قلبی مقدار آن در قلب افزایش می یابد . اکسی توسین مي تواند با مكانيسم هاي مختلفی    مانند کاهش آپپتوز ، باز کردن کانال MKTP  ، MPTP ، کاهش ضربانات قلبی ، اثرات محافظتی در از بین رفتن بافت قلبی بعد از ایسکمی ، اعمال کند و عملكرد قلب آسيب ديده را بهبود بخشد. گيرنده هاي اکسی توسین علاوه برسلول هاي مغز استخوان در بافت هاي ديگر از جمله كارديوميوسيت و اندوتليوم عروق وجود دارند. اين پپتید باعث كاهش آپوپتوز و سايز انفاركت در قلب شده و در نتيجه از پیشرفت عملكرد قلبي پس از آسيب حاد ميوكارد مي كاهد. در مطالعه حاضر برای اولین بار با استفاده از روش ایجاد ایسکمی-پرفیوژن در رات مکانیسم سیگنالینگ اثرات محافظتی اکسی توسین در ارتباط با نیتریک اکساید و تولید رادیکال فعال اکسیژنی و پتانسیل غشا میتوکندری   بررسی می شود . 
                

خلاصه روش اجـراي طرح (حداکثر 100 کلمه
کلیه داده ها در قلب ایزوله خارج از بدن با استفاده از پرفیوژن معکوس ( لانگهندروف ) بدست می آید . پروتکلهای آزمایشی و گروههای مورد مطالعه در ذیل توضیح داده شده است . بصورت خلاصه پس از جراحی و جدا کردن قلب پرفیوژن معکوس در قلب برقرار و ایسکمی از طریق بستن مجرای کرونر مشترک پایین رو (LAD) به مدت 30 دقیقه ایجاد می شود . سپس ، رپرفیوژن به مدت 90 دقیقه برقرار شده و مداخلات دارویی مطابق پروتکلها انجام میشود . نمومنه های مورد نظر جهت ازمایش از تیرود ( تروپونین ، LDH ) و از بافت قلبی ( در بطن راست و بطن چپ ) در مراحل مختلف ایسکمی و رپرفیوژن گرفته میشود . سپس اماده سازی سلولها با استفاده از آنزیم کلاژناز و انکوبه به مدت نیم ساعت انجام شده و اندازه گیری پارامترهای مربوط به رادیکالهای آزاد و پتانسیل میتوکندری وبا استفاده از اسپکتوفلورسانس انجام میشود .                         

گروههای مورد مطالعه عبارتند از:
1- گروه IR: در اين گروه 30 دقيقه پس از پایداری  قلب، 30 دقيقه ايسکمی و متعاقب آن 120 دقيقه پرفيوژن مجدد اعمال می گردد. 
2- گروه OT 15 : در اين گروه 15 دقيقه قبل از ایسکمی، اکسی توسین به میزان 6- 10 میکرومول در کل ایسکمی 30 دقیقه ای انفوزیون و سپس مانند گروه 1 عمل می شود.
3- گروه OT30: در اين گروه 30 دقيقه قبل از ایسکمی، اکسی توسین به میزان 6- 10 میکرومول تزریق و در کل ایسکمی 30 دقیقه ای و رپرفیوژن 120 دقیقه ای انفوزیون می شود. 
4-گروه OT3: در اين گروه اکسی توسین به میزان 6- 10 میکرومول در کل رپرفیوژن 120 دقیقه ای sانفوزیون می شود. 
-گروهNAC : در اين گروه 5 دقيقه قبل از ایسکمی و در تمام مدت رپرفیوژن NAC به مدار اضافه و مانند گروه 1  عمل می شود.
5- گروه IPC: در اين گروه قبل از ایسکمی 30 دقيقه ای 4 دوره ایسکمی و رپرفیوژن کوتاه 5 دقیقه ای ایجاد و سپس مثل گروه 1 عمل می شود. 
6- گروه IPC+Atosiban primary: در اين گروه 30 دقیقه قبل از ایسکمی به جای 4 دوره ایسکمی و رپرفیوژن کوتاه 5 دقیقه ای ، آتوسیبان تزریق و تا ابتدای ایسکمی ماژور ادامه پیدا می کند ومثل گروه 5 عمل می شود.

7- گروه IPC+Atosiban Secondary  : در اين گروه بعد ازاتمام 4 دوره ایسکمی و رپرفیوژن کوتاه 5 دقیقه ای ، آتوسیبان تزریق و تا اتمام ایسکمی ماژور و ابتدای رپرفیوژن ادامه پیدا می کند و سپس مثل گروه 1 عمل می شود.

8- گروه اکسی توسین + NAC اولیه : در اين گروه 5 دقيقه قبل از اضافه کردن اکسی توسین و NAC  به مدار اضافه و مانند گروه 5 یا 6 عمل می شود. 

9- گروه اکسی توسین + NAC ثانویه: بعد از اکسی توسین NAC تزریق و تا انتهای ایسکمی ماژور و ابتدای رپرفیوژن در تماس با قلب باقی می ماند و مانند گروه 1 عمل می شود. 
























                       
خلاصه هزينه‌ها:              
هزينه پرسنلي	000/000/10   ريال	هزينه مسافرت	................................ ريال
هزينه آزمايشها و خدمات تخصصي(اندازه گیری mRNA ، ROS ، آزمایشات آپپتوز، اندازه گیری NO	000/000/150  ريال	هزينه هاي ديگر	................................ ريال
هزينه مواد و وسايل مصرفي	000/000/160  ريال	هزينه مواد و  وسايل غير مصرفي	...............................  ريال




قسمت سوم- اطلاعات مربوط به عوامل اجرايي طرح
توجه : چنانچه طرح دهنده بيش از يك‌نفر باشد لازم است هركدام از ايشان بطورجداگانه اين قسمت ) بند 1 تا 10) را تكميل نمايند.
1.	نام و نام خانوادگي طرح دهنده:     دکتر وحید خوری ، دکتر حمید بذزافشان             
2.	رتبه علمي:    دانشیار                   
3.	محل خدمت:   دانشگاه علوم پزشکی گلستان                    
4.	نشاني محل خدمت:   مجموعه پزشکی شادروان فلسفی                        
5.	تلفن محل خدمت:   4430434-0171                     			تلفن همراه:   09111713952               
6.	نشاني پست الكترونيك:    Vaph99@yahoo.com    
7.	درصورتيكه طرح دهنده داراي سمتهاي اجرايي در داخل يا خارج محيط دانشگاه است جدول زير را تكميل نمايد. 
عنوان سمت	نشاني محل كار	تاريخ شروع فعاليت در اين سمت	تلفن محل كار
معاون پژوهشی مرکز	دانشکده فلسفی – آزمایشگاه تحقیقاتی الکتروفیزیولوژی سلولی	1385	4430434
عضو هیئت علمی دانشگاه	بیمارستان 5 آذر	..................	....................

8.	درجات علمي و سوابق تحصيلي طرح دهنده به ترتيب از ليسانس به بعد ذكر گردد     
درجه تحصيلي	رشته تحصيلي وتخصصي	دانشگاه يا محل تحصيل 	كشور	سال دريافت
دارو سازی 	داروسازی	دانشگاه علوم پزشکی اصفهان	ایران	
PhD 	فارماکولوژی	دانشگاه شهید بهشتی 	ایران	1377

9.	ليست پژوهش هاي در دست اجرا كه مجري طرح پيشنهادي در آن مشاركت دارد:
عنوان طرح	نام مجري	نوع مشاركت (مجري يا همکار)	زمان شروع	درصد پيشرفت كار	ملاحظات
بررسي تغييرات آستانه و شدت فيبريلاسون بطني ناشي از ايسکمي در مدل سيروز در موش صحرايي	دکتر وحید خوری-دکتر شهریار سمنانی – دکتر احمدرضا دهپور	مجری		نگارش گزارش نهایی	
بررسي اثرات وابسته به غلظت مورفين بر روي پتانسيل عمل تک فازي ايجاد کننده آريتمي تورزادسپوينت در سطح اندوکارد قلب ايزوله خرگوش	دکتر وحید خوری – عاطفه حسینی	مجری		نگارش گزارش نهایی	
بررسي اثرات گياه وليک سرخ بر پتانسيل عمل تک فازي سلول هاي اندوکارد بطني در قلب جدا شده خرگوش	دکتر وحید خوری	مجری		نگارش گزارش نهایی	
					
بررسی نقش آدنوزین در اثرات محافظتی سیمواستاتین بر روی گره دهلیزی بطنی در مدل فیبریلاسیون دهلیزی قلب ایزوله خرگوش 	دکتر وحید خوری ، فاطمه علیزاده	مجری		در دست اجرا	
بررسی اثرات اکسی توسین و آتوسیبان بر روی پتانسیل عمل ک ازی در سطح اندوکارد بطن راست و چپ در مدل تناوب بطنی وآریتمی تورزادردپوینت در قلب ایزوله خرگوش 	دکتر وحید خوری ، الهه امیری 	مجری		نگارش گزارش نهایی	
					
					
10.	ليست مقالات مجری یا مجریان که مرتبط با موضوع طرح پژوهشي می‌باشد:
عنوان مقاله	نام نويسنده اول	ساير نويسندگان	مشخصات مجله (نام مجله،  تاريخ چاپ و ....)
The effect of aqueous extract of Croucus sativus on the basic and functional electrophysiological properties of isolated perfused rabbit AV-Nodal preparation	Khori V	Nayebpour M, Mirabbasi A, Rakhshan	J of Gorgan university of medical sciences	2006	vol 8 no 3 (1-7)
خواص الکتروفیزیولوژیک وابسته به سرعت مسیر آهسته پنهان گستره گره دهلیزي - بطنی جدا شده خرگوش بعد از سوزاندن مسیر سریع مطابق با مدل کارکردي	دکتر وحید خوری	سمانه نعیمی پور ، علی محمد علیزاده ، علی حائري روحانی ، منا پورابوك ، فخري بداغ آبادي ، مریم رجایی ، سپیده* شریعت نژاد، حمیدرضا مهیمنی، سعید سالکی، محمدعلی ضیغمی ، محسن نایب پور	فیزیولوژي و فارماکولوژي	1390	32-21 (1) 16

11.	مشخصات همكاران اصلي​[2]​ طرح: 
رديف	نام و نام خانوادگي	شغل	درجه علمي	نوع همكاري (دقيق نوشته شود)	امضاي همكار
1	مریم رجایی	کارشناس	لیسانس	انجام آزمایشات	
2	فخری بداغ آبادی	کارشناس	لیسانس	انجام آنالیزهای آماری 	





















قسمت چهارم – اطلاعات مربوط به طرح پژوهشي پیشنهادی
1.	عنوان طرح به فارسي:
بررسی نقش محافظتی اکسی توسین با مکانیزم سیگنالینگ نیتریک اکساید و تولید رادیکال فعال اکسیژنی و پتانسیل غشا میتوکندری در قلب جدا شده با ایسکمی-پرفیوژن موش صحرایی نر

2.	English Title of Proposal:
Oxytocin(OT) cardioprotective effects via  NO, ROS and Mitochondrial membrane potential in the isolated ischemic-reperfused male rat hearts

3.	نوع طرح (بر اساس کاربرد نتایج طرح):                   
        بنيادي​[3]​              كاربردي​[4]​                   بنيادي-كاربردي                       HSR​[5]​         

4.	بيان مسئله و ضرورت اجراي طرح در برگيرنده بخش هاي زير:




اکسی توسین(Oxytocin, OT) به معنی تسریع کننده زایمان است. اولین بار توسط  Vigneaudدر سال 1955 سنتز شد که موفق به دریافت جایزه نوبل گردید. اکسی توسین بوسیله هسته های هیپوتالاموسی، پاراونتریکولار و سوپرااوپتیک ترشح می گردد و بعنوان  نوروترانسمیتر مطرح می باشد. دارای گیرنده غشایی است که با Gq مزدوج می شود بنابراین موجب فعال شدن فسفولیپازC،  PKC، افزایش IP3 و کلسیم داخل سلولی می گردد. اکسی توسین در غلظت های برابر در هر دو جنس دیده می شود که نشان دهنده نقش های فیزیولوژیک غیر از زایمان و شیردهی است (13). مطالعات نشان دادند که تجویز اکسی توسین موجب تغییرات همودینامیکی و کاهش برون ده قلبی شده است (14). تجویز یک میکروگرم اکسی توسین به موشهای صحرائی بیهوش موجب اثرات اینوتروپیک و کرونوتروپیک منفی گردید و نشان داده شد که اثر آن بر کاهش فشارخون و حجم خون از طریق ANP (Atria natriotic peptide) می باشد(15).
در مطالعه ای نقش محافظتی اکسی توسین در آسیب ایسکمی-پرفیوژن مجدد کبدی نشان داده شد و اثر محافظتی آن در کبد، از طریق مهار فیلتراسیون نوتروفیلها می باشد(16). همچنین اخیرا گزارش شد که اکسی توسین از اثرات التهابی ایسکمی-پرفیوژن مجدد در بافت کلیه نیز جلوگیری می کند (27، 18). مطالعات قبلی نشان داده است که بخشی از اثرات قلبی و عروقی اکسی توسین از طریق ANP، α2-آدرنورسپتورها(19) و نیتریک اکساید می باشد (20) که نیتریک اکساید نیز می تواند موجب افزایش فعالیت PKC گردد(21). از طرف دیگر نشان داده شده است که اکسی توسین در بافتهای مختلف باعث افزایش فعالیت PKC می گردد(22). ما در مطالعه قبلی نشان دادیم که اکسی توسین از طریق افزایش فعالیت کانالهای  mKATP و مهار منافذ mPTP  موجب حفاظت قلبی در موش صحرایی می شود . پس با توجه به افزایش فعالیت کانالهای  mKATP و مهار منافذ mPTP که بعنوان فاکتور نهایی در PC قلبی به شمار می ایند و از طرف دیگر نقش این دو عامل در حفاظت قلبی ناشی از اکسی توسین، بر ان شدیم تا  نقش محافظتی اکسی توسین را با مکانیزم سیگنالینگ نیتریک اکساید و تولید رادیکال فعال اکسیژنی و پتانسیل غشا میتوکندری در قلب جدا شده با ایسکمی-پرفیوژن موش صحرایی نر مطالعه کنیم. 

5.	نوآوری طرح:




(واژه‌هايي كه در نظراست اندازه گيري شوند ، ابتدا مطابق آنچه در كتب ذكر شده تعريف نظري، سپس تعريف عملي آن تنظيم مي‌گردد.)

7.	دست آوردهای مورد انتظار از اجرای طرح پیشنهادی:
ارائه مقاله و شرکت در کنگره و احتمال یک داروی جدید

8.	سابقه طرح و بررسي متون:
برقراری مجدد جريان خون در ميوکارد دچار ايسکمی طولانی و کشنده (lethal) تحت پديده ايسکمی-پرفيوژن مجدد سبب افزايش اندازه ناحيه انفارکته و مرگ ميوسيتها در قلب می گردد(23). ثابت شده است که پديده IPC قبل از پديده I/R سبب محافظت قلب و کاهش اندازه ناحيه انفارکته می شود(3، 4). همچنين مطالعاتي نشان داده اند که القاء PC توانسته است ميزان آريتمي هاي قلبي را بطور چشمگيري كاهش دهد(24، 25). عوامل فارماکولوژيک مانند اپيوييدها(26)، آدنوزين(27)، برادی کينين(28)، استيل کولين(28) و آنژيوتانسينII (29) نيز می توانند IPC را تقليد کرده وPC ايجاد نمايند.
نشان داده شد که فعال شدن كانالهاي mKATP در فاز ايسكمي بسيار مهم است ولي در اين راستا گزارشهای متناقضي وجود دارد (7).Pain  و همكاران نشان دادند که اين كانالها فقط بعنوان يك آغازگر هستند و در طي فاز PC باز می​شوند و نمي​توانند بعنوان یک افكتور در فاز ايسكمي فعال شوند(30). در آن مطالعه ابتدا PC با IPC و يا ديازوكسايد ايجاد گردید و مهار كانالهاي mKATP توسط 5-HD قبل از القاي  PCسبب از بين رفتن اثرات حفاظتي شده بود، در حاليكه مهار اين كانالها قبل از فاز ايسكمي اثري بر PC نداشت. ولی در مطالعات ديگري نشان داده شده است كه مهار اين كانالها قبل از القاي PC و يا قبل از ايسكمي دراز مدت سبب حذف PC شده و بنابراين فعال شدن كانالهاي mKATP مي​تواند هم يك آغازگر و هم يك افكتور تلقي گردد(31). اين فرضيه نيز مطرح است كه اين كانالها در طي فاز پرفيوژن مجدد نيز مي​توانند فعال شده و باعث تكميل اثرات حفاظتي PC گردند (32).
همچنین نشان داده شد که تجمع کلسیم در داخل میتوکندری می​تواند منجر به آزاد شدن سیتوکرومC و برخی فاکتورهای ایجاد کننده آپوپتوز گردد. استفاده از بازکننده​های کانال پتاسیمی در میتوکندریهای جدا شده از سلولهاي قلبي باعث ورود پتاسيم به داخل ميتوكندري شده و با دپولاريزه کردن غشای داخلی میتوکندری سبب كاهش ورود كلسيم به ماتریکس مي​گردد (33). در مطالعه دیگر نشان داده شده است که ديازوكسايد با دپولاريزه كردن غشاي ميتوكندري در سلولهاي قلبي موش صحرايي توانسته است که سبب جلوگيري از افزايش كلسيم داخل ميتوكندري شود(34). به علاوه، باز شدن كانالهاي  mKATP در طي ايسكمي و پرفيوژن مجدد می​تواند سبب كاهش تجمع كلسيم در داخل ميتوكندري در ميوسيتهاي قلبي خرگوش گردد(35). با توجه به مطالب  مذكور به نظر مي​رسد كه فعال شدن كانالهاي mKATP با تنظيم كلسيم داخل ميتوكندري مي​توانند باعث كاهش آسيبهاي قلبي گردند. همچنین نشان داده شد که مهارmPTP توسط داروی بیهوشی دهنده ایزوفلوران، سبب اثر حفاظتی در قلب شده و این اثر از طریق باز شدن کانالهای mKATP صورت می گیرد (21) و مهار  mKATPاز طریق تسهیل بازشدن mPTP باعث از بین رفتن حفاظت می شود(36). کاهش هیدرولیزATP  و افزایش جزئی در تشکیل گونه فعال اکسیژنی، مکانیسم های غالب در حفاظت ناشی از IPC هستند که توسط مسیرهای سیگنالینگ به مهار mPTP و یا فعال کردن  mKATP ختم می شوند(37).
نشان داده شد که بالاترین غلظت اکسی توسین در دهلیز راست، 9 برابر مقدار موجود در رحم و 3 برابر کمتر از مقدار موجود در هیپوتالاموس موشهای صحرائی می باشد. همچنین مقدار آن در دهلیزهای راست و چپ نسبت به بطنها بیشتر است. با توجه به گیرنده های فراوان اکسی توسین در میوسیت های دهلیزی، احتمالا اکسی توسین بطور مستقیم و یا از طریق ANP روی فعالیت همودینامیک قلبی تاثیر می گذارد(38). همچنین نشان داده شد گیرنده های آن در قلب همان گیرنده های موجود در رحم است. تحریک گیرنده های آن منجر به افزایش کلسیم داخل سلولی و تحریک ANP بوسیله قلب می شود و ANP روی سلولهای سینوسی-دهلیزی و میوسیت دهلیزی موجب افزایش cGMP شده و اثر کرونوتوپیک و اینوتروپیک منفی دارد(39) و به این ترتیب اکسی توسین قادر است فعالیت الکتریکی و مکانیکی دهلیزها را تعدیل کند که هم ضربان قلب و هم نیروی انقباضی دهلیزی را کاهش می دهد و اثرات مذکور با غلظت هایی از اکسی توسین اتفاق می افتد که موجب تحریک تولید ANP می گردد(40، 41).




بررسی نقش محافظتی اکسی توسین با مکانیزم سیگنالینگ نیتریک اکساید و تولید رادیکال فعال اکسیژنی و پتانسیل غشا میتوکندری در مدل ایسکمی-پرفیوژن مجدد قلب جدا شده موش صحرایی نر

10.	اهداف اختصاصي (ويژه)​[6]​ طرح: 
1 - بررسی نقش سیگنالینگ آنزیم سازنده نیتریک اکساید نوع اندوتلیال یا ایندیوس  در اثرات حفاظتی ناشی از اکسی توسین در کاهش ناحیه انفارکت در فاز پریکاندیشنینگ توسط اندازه گیری میزان پروتین و یا MiRna آنزیم سازنده نیتریک اکساید
2 - بررسی نقش سیگنالینگ آنزیم سازنده نیتریک اکساید نوع اندوتلیال یا ایندیوس  در اثرات حفاظتی ناشی از اکسی توسین در کاهش ناحیه انفارکت در فاز ایسکمی  و رپرفیوژن توسط اندازه گیری میزان پروتین و یا MiRna آنزیم سازنده نیتریک اکساید
3 - بررسی نقش سیگنالینگ آنزیم سازنده نیتریک اکساید نوع اندوتلیال یا ایندیوس  در اثرات حفاظتی ناشی از اکسی توسین در کاهش ناحیه انفارکت در فاز پریکاندیشنینگ توسط اندازه گیری میزان رادیکال آزاد داخل سلولی و میزان NO بافتی  
4- بررسی نقش سیگنالینگ آنزیم سازنده نیتریک اکساید نوع اندوتلیال یا ایندیوس  در اثرات حفاظتی ناشی از اکسی توسین در کاهش ناحیه انفارکت در فاز ایسکمی و رپرفیوژن توسط اندازه گیری میزان رادیکال آزاد داخل سلولی و میزان NO بافتی  
5 - بررسی نقش سیگنالینگ مرگ برنامه ریزی شده سلولی در اثرات حفاظتی ناشی از اکسی توسین درفاز پریکاندیشنینگ  و رپرفیوژن کاهش ناحیه انفارکتوس ایجاد شده توسط I/R در قلب موش صحرايی نر توسط تکنیک BCL2/bax
6- بررسی اثرات حفاظتی ناشی از اکسی توسین در کاهش ناحیه انفارکت در فاز ایسکمی و پریکاندیشنینگ در کاهش سطوح افزایش یافته آنزیمهای سرمی CKMB, LDH و تروپونین 1 توسط I/R در قلب موش صحرايی نر.







بررسی اثرات حفاظتی ناشی از اکسی توسین در کاهش IS/AAR

12.	هدف كاربردي طرح​[8]​:
دستیابی به ترکیب درونزای داخل بدن با مکانیزم سیگنالینگ مشخص جهت جلوگیری از ضایعات ناشی از انفارکتوس


13.	فرضيات​[9]​ پژوهش (باتوجه به اهداف تحلیلی طرح نگاشته شوند):
1 – انتظار میرود اکسی توسین با استفاده از مسیر سیگنالینگ رادیکال آزاد اکسیژن NO و تغییر پتانسیل غشایی میتوکندری سبب جلوگیری از افزایش آپپتوز ناشی از ایسکمی – رپرفیوژن در سلولهای میوکارددر فاز ایسکمی و رپرفیوژن شود.
2 – انتظار میرود اکسی توسین به عنوان یک ترکیب پیش شرطی سازی ایسکمیک سبب جلوگیری از افزایش تروپونی 1 ، CPK رادیکال آزاد و کاهش فشار پایان دیاستول شود .


14.	نوع مطالعه بر حسب اهداف، فرضيات يا سوالات پژوهشي:
الف- توصيفي                         ب- تحليلي                           ج- توصيفي-تحليلي  

15.	 نوع مطالعه برحسب رويکرد اجرايي را با علامت مشخص فرماييد.
محل علامت	نوع مطالعه	محل علامت	نوع مطالعه
	بررسي بيماران (Case series )		مطالعات مروري نظام مند (Systematic Review & Meta analysis)
	بررسي مقطعي(Cross  sectional )		راه اندازي يك روش يا سيستم علمي/اجرايي 
	مطالعه مورد/شاهد(Case / control )		بررسي تستها
	مطالعه هم گروهي(Cohort)		بررسي روشها
	مطالعه مداخله اي(interventional ) و يا كارآزمايي باليني (clinical trial  )		مطالعه كيفي
	مطالعات علوم پايه ( Experimental)		مطالعه مديريت سيستم بهداشتي








 ارزیابی ها: در اين مطالعه 50 سر موش صحرايی نر نژاد Sprague-Dawley در محدوده وزنی320-270 گرم به طور تصادفی به 10 گروه تقسيم می گردند.
مطالعه In vitro:
1- در هر گروه 4 الی 5 سر از حیوانات انتخاب شده و پارامترهای الکتریکی و مکانیکی قلب مورد ارزیابی قرار خواهند گرفت. بدین ترتیب نيم ساعت قبـل از بيهوشي، 500 واحد هپارين به حيـوان به صورت داخل صـفاقي تزريق شده و سـپس بيهوشي با پنتوباربيتال سديم(60 میلی گرم برکیلوگرم وزن بدن) انجام مي شود. حيوان بعد از بيهوشي كامل تحت جراحي قرار گرفته و قفسه سینه باز می شود. سپس آئورت جهت پرفــیوژن رتروگراد عروق كـرونري كانوله می گـردد. و پس از آن قلب از قفسه سینه خارج شده و به دستگاه  langendorff جهت پرفيوژن انتقال داده مي شود. بافر بیکربناتی هنسله- کربس (Henseliet-Krebs)  با دماي 37  درجه سانتی گراد  به عنوان محلول پرفیو‍‍‍ژن استفاده می شـود. دما در طول مدت آزمايـش 37 درجه و فشـار محـلول پرفيوژنmmHg  80- 70 خواهد بود. 
سپس الکترودگذاری از سطح خارجی قلب صورت گرفته و پارامترهای ، دوره پتانسیل عمل، سیستم هدایتی سرعت بطنها، آستانه فیبریلاسیون دهلیزی و بطنی، وقوع آریتمی ها، دوره تحریک ناپذیری موثر و کارکردی بطنی و نیز تحریک پذیری بطنها با ایزوپرنالین ارزیابی خواهد شد.همچنین پارامترهای مکانیکی قلب شامل حجم پایان دیاستولی، مقدار فلوی کرونری، خاصیت اینوتروپیک مثبت و منفی قلب، حجم برون ده قلبی نیز ارزیابی خواهند شد.  
1- از کلیه حیوانات قبل و بعد از ایسکمی، EKG بعمل خواهد امد و با نرم افزار EKG آنالیزر پارامترها تعداد ضربان قلب، دامنه کلیه موجهای P ، QRS و T و نیز فواصل و سگمنت های آن محاسبه خواهد شد.
2- بررسي هاي هيستوپاتولوژيک: در پایان مطالعه حیوانات اتانازی شده و از هر گروه بطور تصادفی 2 سر انتخاب و قلب در فرمالین 10 درصد فیکس و بعد از رنگ آمیزی روتین هماتوکسیلین-ائوزین و مورفولوژی بافتها بررسی خواهد شد.




قبل از جراحي از دارو های بيهوشي جهت كاهش درد استفاده مي‎شود. قبل از استخراج قلب حیوانات از بیهوشی کامل آن ها اطمینان حاصل می شود. تعداد نمونه ها محاسبه گردید تا از اتلاف حیوانات جلوگیری شود. مجریان طرح دوره کار با حیوانات را گذرانده اند.


17.	محدوديتهاي اجرايي طرح وروش كاهش يا حل آنها: (کلیه مواردی را فکر می‌کنید به عنوان محدویت در اجرای طرح مطرح هستند و اینکه با چه راه‌کارهایی با آن برخورد خواهید نمود را بیان فرمایید.)

18.	متغيرها :
عنوان متغير	نوع متغير	كمي	كيفي	تعريف علمي - عملي	وسيلهاندازه گيري	مقياس
÷÷	مستقل	وابسته	پيوسته	گسسته	اسمي	رتبه‏اي			
اکسی توسین	*		*				عاملی برای ايجاد preconditioning 	ترازو	مول
آتوسیبان		*	*				مهارکننده اختصاصی گیرنده اکسی توسین	ترازو	مول
اندازه گیری کمی آپپوپتوز		*	*						
بیان پروتئین NOS		*	*						
اندازه گیری رادیکال آزاد خارج سلولی		*	*						
اندازه گیری NO بافتی		*	*						
IS/AAR		*	*				نسبت سطح ناحيه انفارکته به سطح ناحيه در معرض خطر	برنامه  فتوشاپ	درصد
ضربان قلب		*		*			ضربان قلب	Power lab	ضربان در دقيقه
Coronary Flow		*	*				ميانگين فشار خون شريانی	Power lab	ميليمتر جيوه
LDH(لاکتات دهيدروژناز)- تروپونین -)		*	*				آنزيم داخل سلولی که در پی صدمات در خون افزايش می يابد	کیت اختصاصی	IU/dl
شدت(severity) آریتمی های بطنی		*				*	وسعت و اندازه آریتمی های ایجاد شده	بیو آمپلی فایر و Power lab	ندارد
 بروز (Incidence)آریتمی ها		*	*				درصدي از حيوانات هرگروه كه دچار آريتمي بطني شده باشند	بیو آمپلی فایر و Power lab	درصد
فشار پایین دیاستولی)		*	*						( میلیمتر جیوه

19.	پيش بيني كل زمان لازم براي اجراي كامل طرح به ماه:  24 ماه

20.	جدول زمان بندي مراحل اجراي طرح:

رديف	شرح هريك از فعاليتهاي اجرايي پايان نامه به تفكيك	طول مدت	زمان اجرا
			1	2	3	4	5	6	7	8	9	10	11	12	13	14	15	16	17	18	19	20	21	22	23	24
1	گردآوری اطلاعات و بررسی متون	2 ماه	*	*																						
2	SET UP	ر اه اندازی 	4 ماه			*	*	*	*																		
3	کاربا گروههای مورد مطالعه	10 ماه						*	*	*	*	*	*	*	*	*	*	*	*							
4	جمع آوری اطلاعات حاصله	2 ماه																*	*	*						
5	آناليزآماری اطلاعات	1 ماه																			*	*				
6	تهيه، تدوين ونگارش مقاله  	3 ماه																					*	*	*	*
توجه : 
1-	زمان طراحي پيش نويس طرح و تكميل اين فرم جزو زمان اجراي طرح محسوب نمي شود.
2-	دريافت گزارشها با توجه به جدول گانت مصوب صورت ميپذيرد. بنابر اين لازم است مجري طرح زمان ارائه گزارشات طرح را در اين جدول مشخص نمايد.
3-	زمان شروع طرح بعد از تصويب آن، با هماهنگي مدير اجرايي طرح و حوزه معاونت تحقيقات و فناوري و از هنگام تامين اعتبار در نظر گرفته ميشود.




اطلاعات مربوط به هزينه‏ها
21.	هزينه كارمندي (پرسنلي) باذكر مشخصات كامل و ميزان اشتغال هرفرد و حق الزحمه آنها:
رديف	نوع فعاليت	نام فرد يا افراد	رتبه علمي	كل ساعات كار براي طرح	رقم حق الزحمه در ساعت (ريال)	جمع كل (ريال)
	مدیریت اجرای تحقیق	دکتر وحید خوری	100	دانشیار	000/35	000/500/3
	استخراج داده ها ( کار با برد آنالوگ    به دیجیتال )	مریم رجاییفخری بداغ آبادیمنا پورابوک	422	کارشناس	000/10	000/220/4
	نگارش گزارش نهایی	دکتر وحید خوری	60	دانشیار	000/35	000/100/2
	نگهداری حیوانات	آقای اشراقی	30	دیپلم	000/6	000/180
جمع هزینه های کل	000/000/10

22.	هزينه آزمايشها وخدمات تخصصي كه توسط دانشگاه ويا ديگر موسسات صورت مي گيرد:













فهرست وسايل و موادي كه بايد از اعتبار اين طرح از داخل  يا خارج كشور خريداري شود:
23.	وسايل  غيرمصرفي:
















نام ماده	كشورسازنده	شركت سازنده	شركت ايراني	تعداديامقدار لازم	قيمت واحد	قيمت كل
اکسی توسین		آمريکا	سيگما	پیشگامان طب	25 میلی گرم	4000000 	4000000
آتوسیبان	آمريکا	سيگما	پیشگامان طب	10 میلی گرم	6000000	6000000
NAC	آمريکا	سيگما	پیشگامان طب	500میلی گرم	10000000	10000000
rhodamine 123	آمريکا	سيگما	پیشگامان طب	250میلی گرم	5500000	5500000
آنژيوکت زرد		سوپا		200 عدد	40000	8000000 
نخ بخيه سيلک 0-6				100 عدد	48500	4850000
پروب اندازه گری دما 	استرالیا	اقلیم دانش	اقلیم دانش	2ست	5000000	10000000
تیغ بیستوری 	ایران	طب وران	طب وران	 20	3000	60000
دستکش یکبارمصرف(10بسته )،  دستکش لاتکس( 10 بسته )، سرنگ 2 سی سی( 100 عدد )، سرنگ  انسولین( 100 عدد)،  پنبه (10 بسته )،سرم  فیزیولوژی( 5 عدد) تیغ شیو(10 بسته)  	ایران	طب وران	طب وران			4200000
هپارین	ایران	طب تجهیز	طب تجهیز	10 ویال	50000	500000
شارز اکسیژنo2co2	ایران	پخش گازهای طبی و صنعی چاری	پخش گازهای طبی و صنعی چاری	10 عدد5 عدد	100000200000	10000001000000
اوانس بلو	آمریکا	بهارافشان	بهارافشان	25 گرم	2000000	2000000
تترازولیوم	المان	مرک	پیشگامان طب	20گرم	5000000	5000000
کیت LDH	ایران		پارس آزمون	2 عدد	750000	1500000
کیت CPK	ایران		پارس آزمون	2 عدد	950000	1900000
سر سمپلر آبی و زرد	ایران	طب وران	طب وران	4 بسته	250000	1000000
میکروتیوب اپندورف( 2 سی سی)	ایران	طب وران	طب وران	2 بسته	250000	500000
لوله آزمایش	ایران	طب وران	طب وران	200	4000	800000
Na2HPO4	آمریکا	سیگما	پیشگامان طب	200گرم	650000	1300000
bovine serum albumin (BSA),						
N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N0-(2-ethanesulfonic acid) (HEPES),						
O-phthalaldehyde,	acridine orange, 20,70-dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA),						

















هزينه هاي تكثير اوراق	                                                                         ريال
هزينه بيمه (در صورت نياز)	                                                                         ريال
ساير موارد	                                                                         ريال
جمع هزينه هاي ديگر	                                                                         ريال


26.	جمع هزينه هاي طرح:
هزينه پرسنلي	000/000/10ريال	هزينه مسافرت	................................ ريال
هزينه آزمايشها و خدمات تخصصي	000/000/150 ريال	هزينه هاي ديگر	................................ ريال
هزينه مواد و وسايل مصرفي	000/000/160  ريال	هزينه مواد و  وسايل غير مصرفي	...............................  ريال











27.	جمع هزينه‎هاي طرح به تفكيك سالهاي اجراء طرح: (این بخش در مورد طرح‌هایی که زمان اجرای آنها بیش از 12 ماه است تکمیل شود).
نوع هزينه‎ها	جمع هزينه‎ها	جمع









28.	مبلغي كه از منابع ديگر كمك خواهد شد و نحوه مصرف آن :           …………….ريال
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31.	داوران پیشنهادی : 
(مشخصات و آدرس مکاتبه با حداقل سه نفر داور مرتبط با موضوع طرح را ارائه فرمایید. در صورت پیش‌بینی تعارض منافع با مرکز یا فرد خاصی لطفا موارد را ذکر فرمایید.)

32.	تایید مندرجات پیشنهاد طرح پژوهشی  (Declaration) :

اينجانب .............................. مشاور علمي طرح​[10]​، صحت مطالب مندرج در پيشنهاد طرح پژوهشي را تاييد مي ‌نمايم. 
تاريخ و امضاء

اينجانب .............................. مشاور علمی متدولوژی و آمار طرح، صحت مطالب متدولوژيک و آماری مندرج در پيشنهاد طرح پژوهشي را تاييد مي‌نمايم.
تاريخ وامضاء

با مطالعه قسمت اول اين فرم و رعايت مفاد آن بدينوسيله صحت مطالب مندرج در طرح پيشنهادي  پژوهشي را تائيد مي‌نمايد واعلام مي‌داردكه اين تحقيق صرفاً به صورت:
	يك طرح تحقيقاتي در دانشگاه علوم پزشكي گلستان است و بصروت همزمان در دانشگاه یا موسسه تحقیقاتی دیگری ارائه نشده و در حال بررسی نمی‌باشد.
	بصورت یک طرح  تحقیقاتی مشترك با ..................................................... می‌باشد که:
o	 در تاریخ ............. در آن مرکز با اعتبار .......... ریال به تصویب رسیده و مستندات مربوطه پیوست است.
o	در آن مرکز با درخواست اعتبار ....... ریال در دست بررسی است.






































^1	  فرد يا افرادي هستند كه پيش‌نويس طرح را تهيه نموده و در اجراي تحقيق مشارکت دارند. بر اين اساس و  در اين نوشتار عبارات مجريان يا مجريان اصلي و طرح‌دهندگان معادل يكديگرهستند.
^2	  همكاران اصلي طرح، همكاراني هستند كه حضور شخص يا همكاري تخصص ايشان در انجام طرح ضروريست.
^3	  طرح بنيادي طرحي است كه داراي  نتايج بالقوه بوده و نتايج حاصل از انجام آن بلا فاصله پس از اتمام طرح قابل استفاده نباشد.
^4	  طرح كاربردي طرحي است كه داراي  نتايج بالفعل بوده و نتايج حاصل از انجام آن بلا فاصله پس از اتمام طرح قابل استفاده باشد.
^5	  Health System Research تحقيقاتي را شامل مي شود كه در قالب طرحهاي جامعه نگر ارائه ميشوند.
^6	  اهداف اختصاصي (ويژه) اجزاي کوچکتر هدف اصلي طرح هستند که راه رسيدن به هدف کلي را گام به گام مشخص ميکنند و محقق ملزم به پاسخگويي به آنها ميباشد.
^7	  اهداف فرعي اهداف ديگري هستند که ممکن است حتي در راستاي هدف کلي طرح نبوده و محقق بهتر است در ابتداي تحقيق آنها را تعيين نمايد ولي ملزم به پاسخگويي آنها نيست.  
^8	  هدف کاربردي هدفي است که نتايج طرح قدمي در راستاي دستيابي به آن خواهد بود.
^9	  پيش‌داوري يا پيش‌بيني عالمانه‌اي که رابطه بين 2 يا چند متغير را بيان ميکند و در ‌مطالعات تحليلي محقق به دنبال تاييد يا رد آن است.
^10	 1 تنها در صورت هماهنگي با مدير تحقيقات و فناوري دانشگاه نيازي به امضاي مشاور علمي قابل حذف است. 
